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PROCEDE DE CONCENTRATION DE MACROMOLECULES OU 
AGGLOMERATS DE MOLECULES OU PARTICULES 
DESCRIPTION 

DOMAINE TECHNIQUE 

5 La presente invention a trait a un procede 

de concentration de macromolecules ou agglomerats de 
molecules ou particules, en vue d'une eventuelle 
detection ou d'une extraction specif ique desdites 
macromolecules ou desdits agglomerats, 

10 ETAT DE LA TECHNIQUE ANTERIEURE 

Actuellement, les techniques de 

concentration de macromolecules ou agglomerats de 
molecules sont, pour la plupart, destinees au domaine 
du diagnostic medical, notamment au domaine de la 

15 detection de brins d'ADN ou de complexes proteiniques 
tels que les prions . 

Pour la detection de brins d'ADN, la 
technique actuelle consiste, le plus souvent, a 
concentrer des brins d'ADN par amplification dans un 

20 milieu liquide, selon la technique communement designee' 
par l'abreviation PCR (« Polymerase Chain Reaction » ou 
« Reaction en Chaine par Polymerase ») . 

Cette technique consiste a repliquer les 
brins d'ADN d'un echantillon liquide un grand nombre de 

25 fois (jusqu'a 10 5 -10 6 fois) en injectant de la 
polymerase dans 1 ' echantillon soumis a une serie de 
cycles thermiques . 



Apres un nombre de cycles thermiques assez 
3 0 important, en tout cas super ieur a 10, la concentration 
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en ADN est suf f isamment importante pour permettre la 
detection. 

Toutefois, cette technique, telle 

qu' explicitee ci-dessus, necessite une duree 
5 importante, du fait du nombre consequent de cycles 
thermiques a reproduire pour avoir une quant ite d' ADN 
suffisante. De plus, cette technique s ' accompagne d'un 
bruit de fond important du fait que la polymerase peut 
amplifier des segments d' ADN presents dans 

10 1 ' echantillon liquide, qui sont de nature differente 
des segments d' ADN a detecter. 

Afin de pallier ces inconvenients, des 
methodes alternatives a la PCR ont ete developpees . 
Parmi ces methodes, on peut citer une methode ne 

15 necessitant pas d' amplification . Le principe de cette 
methode de detection sans amplification repose sur la 
capture des segments d' ADN cibles aussi peu nombreux 
soient-ils. Elle consiste a hybrider les segments d' ADN 
cibles avec des nanobilles paramagnetiques 

20 fonctionnalisees de maniere <k concentrer lesdits 
segments a la surface de ces billes avant detection. 
Cette methode se heurte toutefois : au probleme de 
1' adsorption non specif ique, certaines billes 
paramagnetiques, enrobees de latex, se collant aux 

2 5 parois solides du reacteur, au niveau duquel est mise 

en oauvre la methode, sous l'effet de 1 'hydrophobie ou 
des forces electriques. La sensibilite atteinte n'est 
alors plus celle escomptee. 

3 0 En ce qui concerne les complexes 

proteiniques tels que les prions, ceux-ci doivent 
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egalement, pour etre detec tables, dans des liquides 
physiologiques, tels que le sang, subir une phase de 
concentration. Pour ces molecules, la technique PCR 
precedemment decrite est inutilisable, parce qu'ils ne 
5 contiennent pas de nucleotides. De ce fait, des 
recherches relatives au domaine des prions ont abouti 
recemment a la mise en place d'une methode dite 
'methode d' amplification des proteines anormalement 
repliees' ou PMCA (pour 'Protein Misfolding Cyclic 

10 Amplification' ) . 

Les prions, responsables notaitunent des 
encephalopathies spongif ormes , sont des complexes ou 
agglomerats constitues d'une proteine naturelle, la 
glycoproteine PrP c , normalement presente a la surface 

15 de nombreuses cellules dans 1'organisme et d'une 
proteine infectieuse PrP sc , qui ne se differencie de la 
glycoproteine normale PrP c que par sa conformation, qui 
est anormalement repliee. Les proteines PrP sc sont 
aptes, d'une part, a s'associer aux proteines PrP c et 

20 d' autre part, aptes a induire la transformation de 
proteines normales en proteines inf ectieuses . La 
detection des prions est rendue difficile par le fait 
qu'ils ne sont presents en quantite notable que dans le 
cerveau, alors qu'ils se retrouvent a l'etat de traces 

25 dans le sang. 

La technique PMCA permet ainsi de 
concentrer les prions dans le milieu de prelevement, 
afin qu'ils puissent etre detectes. 

Pour ce faire, un procede de sonication 

3 0 destine a fragmenter les prions est mis en oeuvre. Tous 
les prions issus de cette fragmentation par ultra-sons, 
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repoussent in-vitro a l'aide des proteines PrP c de 
1 ' echantillon . Ce cycle elementaire ( f ragmentation- 
repousse) est reproduit autant de fois que necessaire, 
jusqu'a ce que la quantite de prions devienne 
5 detectable. 

L'etape de detection, facilitee par l'etape 
d' amplification, est effectuee par spectroscopie de 
fluorescence. Les proteines a detecter sont marquees a 
l'aide d'une sonde fluorescente, dont^ la presence se 

10 manifeste lorsque celle~ci est eclairee par une lumiere 
de longueur d'onde caracteris tique . Toutefois, cette 
technique engendre, le plus souvent, un bruit de fond 
non negligeable, du fait que les sondes peuvent 
s'associer a d'autres molecules que les prions a 

15 detecter. 

Une technique plus elaboree, dite technique 
de correlation de fluorescence, met en ceuvre deux 
sondes f luorescentes qui emettent selon deux longueurs, 
d'onde differentes et qui s'accrochent toutes deux 

2 0 symetriquement et specif iquement sur les proteines 

PrP c , ces dernieres se trouvant en concentration 
importante au sein des prions. On 6qlaire ensuite avec* 
des faisceaux a deux longueurs d'onde differentes, un 
volume tres petit du liquide contenant les prions a 
25 detecter et on detecte, de maniere instationnaire, les 
deux emissions f luorescentes intenses dues a la 
presence de prions, qui constituent un agglomerat de 
proteines PrP normales ou infectieuses sur lesquelles 
sont accroch£es les sondes f luorescentes . Toutefois, un 

3 0 bruit de fond subsiste, du notamment a la presence de 

sondes f luorescentes n'ayant pu trouver de sites 
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d' adsorption specif iques et a la presence de proteines 
normales PrP c isolees, auxquelles se sont accrochees 
des sondes fluorescentes. 

5 Ainsi, les techniques exposees, que ce 

soient celles inherentes a la concentration avant 
detection de macromolecules telles que l'ADN ou 
d' agglomerats de molecules tels que les prions 
presentent toutes 1 ' inconvenient maieur de ne pas 
10 permettre une concentration specif ique des 
macromolecules ou agglomerats a detecter, du fait que 
ces techniques peuvent generer des especes, pouvant 
entrainer lors de la phase de detection un bruit de 
fond important. 

15 

EXPOSE DE Ii' INVENTION. 

La presente invention a precisement pour 
objet de proposer un procede de concentration de 

20 macrolecules ou d' agglomerats de molecules ou 
particules, qui permette notamment une concentration 
selective desdites macromolecules ou desdits 
agglomerats, en vue d'une eventuelle detection en 
limitant autant que possible les bruits de fond, ou en 

25 vue d'une eventuelle purification d'un echantillon 
contenant lesdites macromolecules ou lesdits 
agglomerats . 

Pour ce faire, la presente invention a pour 
3 0 objet un procede de concentration selective d'une 
macromolecule ou d'un agglom^rat de molecules ou 
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particules present dans un echantillon liquide, dite 
premiere phase liquide, comprenant une -etape 
d' adsorption specif ique de ladite macromolecule ou 
dudit agglomerat dans une couche interfaciale separant 
5 1 ' echantillon d'une seconde phase liquide ou gazeuse, 
ladite couche interfaciale etant apte a fixer 
selectivement ladite macromolecule ou ledit agglomerat. 

Par couche interfaciale, on entend, selon 
1' invention, une zone quasi-bidimensionnelle assurant 

10 la separation entre les deux phases precitees. Cette 
couche est localisee a la surface de 1 ' echantillon 
liquide comprenant la macromolecule ou 1' agglomerat a 
concentrer. De part ces proprietes specif iques, cette 
couche est apte fixer selectivement ladite 

15 macromolecule ou ledit agglomerat et, du fait de son 
epaisseur infime, a concentrer ladite macromolecule ou 
ledit agglomerat. 

De preference, 1' adsorption selective est 
realisee par la succession d'etapes suivantes : 

20 - formation d'une dispersion stabilisee, a 

partir d'un milieu biphasique, ledit milieu comprenant 
ladite premiere phase liquide et ladite seconde phase 
liquide ou gazeuse, ces phase etant separees par la 
couche interfaciale destinee a concentrer ladite 

25 macromolecule ou ledit agglomerat ; et 

- resorption de la dispersion formee lors 
de 1' etape precedente de fagon a reformer ladite couche 
interfaciale. 

Selon les techniques de formation de 

30 dispersion envisagees, la dispersion, selon 
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1' invention, peut Stre soit une mousse, soit une 
emulsion . 

Generalement, l'etape de formation de la 
dispersion est effectuee par agitation mecanique du 
5 milieu biphasique ou par injection directement dans la 
premiere phase liquide surmontee de la couche 
interfaciale de jets capillaires gazeux ou liquides. 

On note qu'une mousse designe une 
dispersion comprenant un ensemble cie bulles de gaz 

10 (typiquement d'air) coexistant avec" un milieu liquide 
interstitiel, sous forme de minces films entre les 
bulles. Ce type de dispersion menage ainsi une 
multitude d' interfaces liquide-gaz . La mousse, selon 
1' invention, peut §tre obtenue, par exemple, par 

15 agitation mecanique vigoureuse du milieu biphasique ou 
par injection au sein de ce milieu biphasique de jets 
capillaires gazeux (typiquement des jets d'air). 

On note que, selon 1' invention, une 
emulsion designe une dispersion, dans laquelle la phase 

20 liquide contenant les molecules aptes a fixer la 
macromolecule ou l'agglomerat de molecules ou 
particules a concentrer est divisee jen globules au sein 
de 1' autre phase liquide du milieu biphasique, ladite 
autre phase constituant un milieu interstitiel. On 

25 forme ainsi une multitude d' interfaces liquide-liquide , 
et on augmente de ce fait considerablement la surface 
de contact entre les deux phases du milieu biphasique. 

L ' emulsion, au meme titre que la mousse, 
peut etre obtenue par agitation mecanique du milieu 

30 biphasique mais egalement par injection directe au sein 
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de la premiere phase liquide surmontee de la couche 
interfaciale de jets capillaires liquides ou gazeux. 

Ainsi, selon 1 ' invention, le fait de passer 
par une dispersion du type mousse ou emulsion pour 
5 assurer la concentration d'une macromolecule ou d'un 
agglomerat de molecules ou particules contribue a 
menager une multitude de zones inters titielles entre 
1 ' echantillon liquide et la couche interfaciale, ce qui 
augmente considerablement la quantite de surface 

10 entre ces deux milieux et facilite^ de ce fait, la 
fixation des niacromolecules ou les agglomerats de 
molecules par la couche interfaciale dispersee, Cette 
fixation se fait dans des zones quasi- 
bidimensionnelles , du fait qu'elle a lieu au niveau des 

15 zones interstitielles , ce qui ameliore grandementf 
l'efficacite et le temps de capture des macromolecules- 
a concentrer par la couche interfaciale.. y 
Apres resorption de la dispersion, on se 
retrouve, ainsi, en presence d'une couche interfaciale 

20 reformee concentree en macrolecules ou agglomerats de 
molecules et d'une phase liquide correspondant a. 
1 ' echantillon liquide depourvu en- tout ou partie 
desdites macromolecules ou desdits agglomerats. 

L'avantage de la presente invention est 

25 done de pouvoir concentrer rapidement et sans 
amplification, les macromolecules ou agglomerats et 
ceci de maniere selective. 

Comme decrit precedemment , apres capture 
30 des macromolecules bu agglomerat de molecules ou 
particules a concentrer, la dispersion est amenee a 
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subir une etape de resorption. Cette etape peut §tre 
menee de differences manieres. Par exemple, cette etape 
de resorption de la dispersion peut etre effectuee par 
drainage des films inters ti t iels , dans le cas d'une 
5 mousse, ou du milieu inters titiel , dans le cas d'une 
emulsion- La cinetique de la resorption peut etre 
controlee soit par un choix judicieux des molecules 
constitutives de la phase receptrice des macromolecules 
ou agglomerats via la longueur. des chaines 
10 moleculaires, par exemple, sbit ' a 1 ' aide d'un 
cisaillement mecanique de la dispersion. 

Selon un mode avantageux, la couche 
inter faciale comprend au moins une molecule apte a 

15 fixer selectivement les macromolecules ou les 
agglomerats de molecules ou particules en question. 

Selon 1' invention, la molecule apte a fixer 
la macromolecule ou agglomerat de molecules ou 
particules a concentrer peut etre une molecule 

20 surfactante comportant des groupements aptes a fixer la 
macromolecule ou ledit agglomerat par affinite 
chimique, polarisation £lectrique ou: magnet ique, et/ou 
ionisation. 

Si ladite molecule n'est pas melangee avec 
25 d'autres molecules surf actantes , ladite molecule peut 
etre egalement, en outre, une molecule stabilisatrice 
de la dispersion formee au cours d'une des etapes du 
procede. 

Dans ce cas, la molecule assure une double 
3 0 fonction, qui est de fixer la macromolecule ou 
1 ' agglomerat a concentrer et egalement d' assurer la 
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stabilisation de la dispersion, contribuant ainsi a 
augmenter le temps de contact au niveau des zones 
interstitielles entre molecules attractives et 
macromolecules ou agglomerats a concentrer. 

5 

Le procede selon 1 7 invention peut 
s'appliquer a la concentration de tout type de 
macromolecules ou d' agglomerats . 

A titre d'exemples, on p^ut citer comme 
10 macromolecules pouvant etre concentrees, selon le 
procede de 1' invention, les acides nucleiques, les 
proteines telles les anticorps . 

A titre d'exemples, on peut citer comme 
. agglomerats de molecules pouvant etre concentres, selon 
15 le procede de 1' invention, les prions > 

A titre d'exemples, on peut citer comme' 
agglomerats de particules pouvant §tre concentres des 
particules colloidales telles que des particules d'or. 

Ainsi, le procede selon 1' invention peut 
2 0 £tre mis en ceuvre pour la concentration d'un acide 
nucleique particulier, qui est l'ADN. 

Dans le cas de l'ADN, l'a molecule apte k 
fixer l'ADN est, par exemple, une molecule 
f onctiormalisee par une sonde de fagon a permettre 
25 1 'hybridation specif ique de l'ADN a concentrer, par 
exemple, un lipide f onctionnalise par un ADN 
complementaire de l'ADN a concentrer. 

Le fait que la molecule soit un lipide est 
particuli^rement interessant dans le cadre de cette 
30 invention, car cette categorie de molecules contribue a 
assurer la stabilisation de la dispersion formee. De 
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plus, la f onctionnalisation de cette molecule par un 
ADN complementaire de l'ADN a concentrer permet une 
concentration et une extraction selective dudit ADN. 

A titre d'exemples, on peut citer, comme 

5 lipides f onctionnalises efficaces dans la concentration 
d'ADN, des lipides biotinyles comportant un groupement 
avidine ou derive de l'avidine, sur lequel est greffe 
l'ADN complementaire par une extremite biotinylee 
precedemment incorporee audit ADN complementaire ou 

10 encore des lipides cationiques comprenant au moins un 
groupement spermine sur lequel est adsorbe l'ADN 
complementaire. De tels lipides cationiques peuvent 
etre des lipides du type DOGS ou 

Dioctadecylainidoglycylspermine, commercialise sous la 

15 marque Transf ectam™ . Ces lipides presentent deux 
chaines carbonees saturees en Ci 8 ainsi qu'une tete 
polaire constitute d'un groupement spermine presentant 
une forte af finite pour l'ADN. L'ADN complementaire est 
ainsi adsorbe sur les sites spermine. Les lipides 

20 resultant constituent de veritables sondes 
fonctionnalisees permettant 1 ' hydridation specif ique 
des ADN a concentrer, dit * ADN cibles:' . 

Le procede selon 1' invention peut egalement 
§tre utilise pour la concentration d ' agglomerats de 

25 molecules, tels que les prions. Ces derniers sont 
naturellement hydrophobes, de sorte qu'avec un systeme 
biphasique eau/air, 1'eau correspondant a 1 ' echantillon 
liquide {ou premiere phase liquide) contenant les 
prions a concentrer et l'air a la deuxieme phase, ils 

30 s' adsorbent naturellement a 1' interface eau/air, ladite 
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interface correspondant selon la terminologie de 
1' invention, a la couche interf aciale . 

Le precede selon 1' invention peut egalement 
etre utilise pour la concentration de particules 
5 colloldales. Celles-ci peuvent etre, par exemple, des 
particules submicroniques d'or solubilisees dans 1 ' eau 
(correspondant selon la terminologie 'de 1' invention a 
la premiere phase liquide) . Les molecules aptes a fixer 
ces particules colloldales d'or, contenues dans la 

10 couche interf aciale, sont, par exemple, des molecules 
portant des groupements thiol -SH concentrees dans la 
couche interf aciale . 

Le procede de concentration, explicite ci- 
dessus, sert, comme son nom l'indique, a concentrer 

15 selectivement dans une couche interf aciale une< 
macromolecule ou un agglomerat de macromolecules donne 
II peut, de ce fait, etre mis en oeuvre, afin de 
purifier, de detecter ou d' amplifier la macromolecule/, 
ou un agglomerat de molecules ou particules donne. 

20 Ainsi, la presente invention a egalement 

pour objet un procede de purification d'une 
macromolecule ou d'un agglomerat ; de molecules ou 
particules contenu initialement dans un echantillon 
liquide, comprenant la concentration de ladite 

25 macromolecule ou dudit agglomerat au sein de ladite 
couche interfaciale par la mise en oeuvre- du procede de 
concentration decrit precedemment suivie de 
1' elimination de 1 ' echantillon liquide appauvri en 
ladite macromolecule ou ledit agglomerat, apres l'etape 

3 0 de concentration- 
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Par example, ce precede trouve son 
application dans le cas de la purification d'ADN. Dans 
ce cas; le procede selon 1' invention consiste a partir 
de molecules f onctionnalisees par un ADN complementaire 
5 specif ique, a extraire specif iquement un ADN cible, a 
partir d'un echantillon liquide comprenant, par 
exemple, un melange de divers ADN ou diverses portions 
d'ADN, ledit echantillon etant ensuite elimine. 

Ce procede peut egalement trouver son 

10 application dans la purification de proteines. La 
capture selective de proteines via la couche de lipides 
fonctionnalises, suivi d'une etape ulterieure de 
cristallisation desdites proteines peut permettre 
d'isoler ces proteines afin d'en etudier leur structure 

15 ou bien permettre de purifier une solution de la 
proteine en question. 

La presente invention a egalement: pour 
objet un procede de detection d'une macromolecule ou 

2 0 d'un agglomerat de molecules ou particules contenu 
initialement dans un echantillon liquide comprenant la 
concentration au sein d'une couche interfaciale de 
ladite macromolecule ou dudit agglomererat par la mise 
en oeuvre du procede de concentration decrit 

2 5 precedemment suivie de la detection de ladite 
macromolecule ou dudit agglomerat au sein de ladite 
couche par des techniques appropriees de detection. 

Ainsi, lorsque la macromolecule est de 
1 'ADN, la detection de 1 ' ADN, apres concentration 

30 selective, peut se faire par fluorescence excitee par 
laser ou en detectant la variation du potentiel 
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electrique de surface au niveau de la couche 
fonctionnalisee, ou encore par une technique de 
rheologie interf aciale . Les performances de la 
detection par fluorescence ou electrique peuvent etre 
5 notamment ameliorees en comprimant par un procede 
mecanique ou hydrodynamique la couche interfaciale 
contenant les ADN cibles hybrides en un point de 
1' interface (au centre, par exemple) coincidant avec le 
volume laser d' excitation ou bien ayec la presence 
10 d'une sonde electrique. 

Enfin, la presente invention a egalement 
pour objet un procede d' amplification d'une 
macromolecule ou d'un agglomerat de molecules ou- 

15 oarticules contenu initialement dans un echantillon 
liquide comprenant la concentration de ladite- 
macromolecule ou dudit agglomerat au sein d'une couche. 
interfaciale par la mise en oeuvre du procede de 
concentration decrit precedemment , le remplacement 

20 dudit echantillon liquide, apres l'etape de 
concentration de ladite macromolecule ou dudit 

agglomerat au sein de ladite couche, par un liquide 
comprenant des agents d' amplification, suivie de 
l'etape d' amplification au moyen desdits agents. 

25 Ainsi, lorsque le procede ' d' amplification 

s' applique a 1 ' ADN, apres concentration des segments 
d'ADN cibles dans la couche interfaciale, 1 ' echantillon 
liquide appauvri en ces segments est soutire et 
remplace par un liquide purifie contenant des agents 

30 d' amplification tels que la polymerase et des 
desoxyribonucleo tides. La phase d' amplification par PCR 
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peut etre alors realisee sans la presence de segments 
d'ADN parasites et le bruit de fond de la PCR s'en 
trouve considerablement reduit. 

5 Par exemple, lorsque le procede 

d' amplification s' applique a des aggloraerats de 
molecules tels que les prions, apres concentration des 
prions dans une couche interfaciale donnee, selon le 
procede de concentration decrit^ precedemment , 

10 1 ' echantillon liquide appauvrie en lesdits prions peut 
etre soutiree et remplacee par un liquide pur contenant 
des agents d' amplification tels que des proteines 
normales PrP c non encore transf ormees . Ensuite, les 
etapes classiques de la PMCA (sonication, «.) peuvent 

15 §tre mises en ceuvre sans §tre genees par des molecules 
parasites . 

Ce procede d' amplification peut §tre suivi 
d'une detection ultra-sensible, par exemple, par 
correlation de fluorescence, effectuee conjointement ou 

20 non a la PMCA. Par cette technique, on peut ameliorer 
les performances de la detection en concentrant, a 
1 ' aide d'un procede mecanique ou hydrodynamique, les 
prions localement en un p6int de la couche interfaciale 
qui coincide avec le volume de mesure laser ou bien 

2 5 avec la presence d'une sonde electrique. 

D'autres caracteristiques et avantages de 
1' invention apparaitront mieux a la lecture de la 
description du mode de realisation particulier qui 
suit, en reference aux dessins annexes. 
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BREVE DESCRIPTION DES FIGURES. 

La figure 1 represente les differentes 
etapes, pour arriver a la concentration d'un ADN cible, 
selon un mode particulier de realisation du procede de 
5 concentration selon 1' invention. 

La figure 2 represente une vue detaillee 
d'un film inters titiel cr'ee lors de la formation d'une 
mousse . 

Les figures 3 , 4 et 5 representent des 
10 procedes de purification, de detection et de 
concentration raises en ceuvre apres le procede de 
concentration explicite sur la figure 1. 

EXPOSE D'UN MODE PARTICULIER DE REALISATION DE 
15 L ' INVENTION • 

La figure 1 represente, a titre illustratif; 
et non limitatif, la mise en oeuvre, en quatre etapes- 
(a), (b) , (c) et (d), du procede selon 1'invention pour' 1 
la' concentration d'un ADN cible, 

20 L'etape (a) de la figure 1 represente un 

microbecher 10, dans lequel est depose, a l'aide d'une 
micropipet te ou d'une seringue, un echantillon licjuide 
12 contenant l'ADN cible 14, represente sur la figure 
sous forme de brins. Ledit echantillon 12 est surmonte 

25 d'une deuxieme phase 11, correspondant al'air ambiant. 

Au cours de l'etape intitulee (b) sur la 
figure 1, une monocouche 16 comprenant un melange de 
lipides ligands 18 et de lipides diluants 17 (rapport 
lipides ligants/lipides diluants 1 :4) est deposee a la 

3 0 surface de 1 ' echantillon liquide 12. Cette monocouche 
16 correspond, selon la terminologie de 1'invention, a 
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une couche interf aciale . Ces lipides ligands 18 sont 
tels que les ADN cibles vont pouvoir s ' hybrider avec 
lesdits lipides. Pour cela, ces lipides doivent, au 
cours d'une etape preliminaire, etre f onctionnalises . 
5 Ainsi, les lipides ligands peuvent etre des lipides 
initialement biotinyles, du type biotine- (LC) -DPPE, sur 
lesquels on adsorbe dans un premier temps de l'avidine 
puis dans un deuxieme temps l'on greffe 1 'ADN 
complementaire de l'ADN cible, sur l'avidine par le 

10 biais d'un groupement biotine fixe sur 1'une des 
extremites de 1 ' ADM complementaire . L ' ensemble ( lipide 
biotinyle-Avidine-ADN complementaire biotinyle) 

constitue un lipide f onctionnalise par une sonde 
permettant une hybridation specif ique des brins d' ADN 

15 cible. 

Les lipides peuvent etre egalement des 
lipides cationiques comprenant au moins une extremite 
spermine, sur laquelle est adsorbee un ADN 
complementaire de l'ADN cible a concentrer. 
20 II est bien entendu que les molecules aptes 

a fixer de l'ADN cible peuvent s ' 6tendre a tout type de 
molecules aptes a fixer selectivement- l'ADN cible. 

Conformement a 1' invention et comme 
25 l'illustre 1' etape (c) de la figure 1, une dispersion 
20 du type mousse est creee par injection d'air dans 
1 ' echantillon liquide, ladite mousse etant constitute 
d'un ensemble de bulles, maintenu en cohesion par des 
films liquides inters titiels . La stabilite temporaire 
30 de la mousse est assuree par les lipides constitutifs 
de la phase sous forme de monocouche 16. 
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Une vue detaillee d'un film liquide 
interstitiel constitutif de la dispersion de ■ type 
mousse est representee sur la figure 2. Sur cette 
figure, ce film presente une forme octaedrique 22 de 
trfes faible volume, au sein duquel coexistent 
1 'echantillon liquide 12 et la monocouche 16 ou couche 
interfaciale. De ce fait, l'ADN cible 14 se trouve 
quasiment en contact direct avec les lipides 
f onctionnalises 18 de la monocouche ou couche 
interfaciale et se trouve ainsi tres vite adsorbe par 
ces lipides 18. Le fait de passer par une mousse 
multiplie 1'efficacite et la cin£tique de capture de 
l'ADN par les lipides, du fait du tres faible volume 
des films insterstitiels constitutif s de la mousse. 

Enfin, au cours d'une ultime * etape 
representee en (d) de la figure 1, la mousse est 
resorbee, laissant place a nouveau a un milieu 
biphasique non disperse comprenant la monocouche de 
lipidique 24, de tres faible epaisseur, au niveau de 
laquelle s'est adsorbe les ADN cibles sur les lipides 
hybrides 19, cette monocouche correspondant a une 
couche interfaciale referencee 24 sur le dessin et une 
phase 2 6 correspondant a 1 ' echantillon liquide 12 
appauvri en ADN cible. II est bien entendu, que, sur 
1' ensemble de la figure 1, les lipides 17, 18 et 19 ne 
devraient §tre localises uniquement qu'au niveau de ■ la 
monocouche 16 ou couche interfaciale 24 (pour la 
figure Id), d '-epaisseur infitne. Toutefois, pour des 
raisons de visibility, lesdits lipides ont ete 
considerablement grossis . 
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Les figures 3, 4 et* 5 illustrent ' 
differentes applications envisageables du procede de 
concentration, mises en oeuvre selon un mode de 
realisation particulier decrit ci-dessus. 
5 Ainsi, la figure 3 illustre le cas ou, 

apres concentration desdits ADN cibles, par le proced£ 
explicite sur la figure 1, lesdits ADN sont detectes 
par des techniques de fluorescence. Dans ce cas, les 
lipides 19 f onctionnalises par un ADN complementaire de 
10 l'ADN cible et hybrides , comportent, en plus, un 
marqueur fluorescent. Ainsi, on peut determiner la 
presence d' ADN cible au niveau de la couche 
interfaciale 24 par une mesure de fluorescence. 

La figure 4 illustre un cas particulier de 
15 purification d'un ADN prealablement concentre, par le 
procede de concentration explicite selon la figure 1. 
Une fois que la resorption de la mousse est achevee, la 
phase 26 appauvrie en ADN, ledit ADN etant adsorbe, en 
majeure partie sur la couche 24, est souciree a l'aide 
20 d'une micropipette 23 et l'on obtient une couche 
interfaciale 24 d' ADN purifie. 

La figure 5 illustre le <cas ou le proced6 
de concentration est utilise dans le seul but d'obtenir 
une phase plus concentree en un ADN donne que la phase 
25 d'origine dudit ADN. A ce moment -lit, la couche 24 riche 
en ADN cible est soutiree a 1'aide d'une micropipette 
2 3 pour etre utilisee pour des applications diverses. 

Il est bien entendu, que d'autres 
applications, non representees sur ces figures, peuvent 
3 0 etre envisagees . 
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REVEMDICATIONS 

1. Precede de concentration selective ■ d' une 
macromolecule ou d'un agglomerat de molecules ou 
particules present dans un echantillon liquide, dite 
premiere phase liquide, comprenant une etape 
d' adsorption specif ique de ladite macromolecule ou 
dudit agglomerat dans une couche interfaciale separant 
1 ' echantillon d'une seconde phase liquide ou gazeuse, 
ladite couche interfaciale etant apte <k fixer 
selectivement ladite macromolecule ou' ledit agglomerat. 



2 . Procede de concentration selective selon 
la revendication 1, dans lequel 1' adsorption specif ique 
est realisee par la succession d'etapes suivantes : 
15 ~ formation d'une dispersion stabilisee, k 

partir d'un milieu biphasique, ledit milieu comprenant 
ladite premiere phase liquide et ladite seconde .phase 
liquide ou gazeuse, ces phase etant separees par la 
couche interfaciale destinee k concentrer ladite 
macromolecule ou ledit agglomerat ; et 

- resorption de la dispersion formee lors 
de 1' etape precedente de fagon a reformer ladite couche' 
interfaciale . 
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3 . Procede de concentration selon la 
revendication 2, dans lequel la dispersion est une 
mousse ou une emulsion. 

4. Procede de concentration selon la 
revendication 2 ou 3, dans lequel 1' etape de formation 
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de la dispersion est effectuee par agitation mecanique 
du milieu biphasique. 

5 . Procede de concentration selon la 
revendication 2 ou 3 , dans lequel l'etape de formation 
de la dispersion est effectuee par injection 
directement dans la premiere phase liquide surmontee de 
la couche interfaciale de jets capillaires gazeux ou 
liquides. * 

6. Procede de concentration selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 5, dans lequel la 
couche interfaciale comprend au moins une molecule apte 
a fixer ladite macromolecule ou ledit agglomerat. 

7 procede de concentration selon la 
revendication 6, dans lequel la molecule apte a fixer 
la macromolecule ou agglomerat de molecules ou 
particules a concentrer est une molecule surfactante 
comportant des groupements aptes a fixer la 

macromolecule ou agglomerat par affinite chimique^ 
polarisation electrique ou magnetique. et/ou 
ionisation . 

8. Procede de concentration selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 7, dans lequel la 
macromolecule est choisie parmi le groupe constitue par 
les acides nucleiques et les proteines . 
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9. Procede de concentration selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 5, dans lequel 
1' agglomerat de molecules est un prion. 

10. Procede de concentration selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 7, dans lequel 
1' agglomerat de particules est choisi parmi le groupe 
constitue de particules colloldales . 

11. Procede selon l'unfe quelconque des 
revendications 1 a 8, dans lequel la macromolecule a 
concentrer est l'ADN. 

12. Procede selon la revendication 11, dans 
lequel la molecule apte a fixer l'ADN est 
fonctionnalis<§e par une sonde de fagon a permettre 
1 'hybridation specif ique de l'ADN a concentrer. 

13. Procede selon la revendication 11, dans 
lequel la molecule apte k fixer l'ADN est un lipide 
fonctionnalise par une sonde ADN complement aire de 
l'ADN a concentrer. 



14. Procede selon la revendication 13, dans 
lequel le lipide est un lipide biotinyle comportant un 
groupement avidine ou derive de l.'avidine, sur lequel 
est greffe l'ADN complementaire par une extremite 
biotinylee precedemment incorporee audit ADN. 

15. Procede selon la revendication 13, dans 
lequel le lipide est un lipide cationique comprenant au 
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moins un groupement spermine sur lequel est adsorbe 
l'ADN complementaire . 

IS. Procede de purification d'une 
5 macromolecule ou d'un agglomerat de molecules ou 
particules contenu initialement dans un Echantillon 
liquide, comprenant la concentration de ladite 
macromolecule ou dudit agglomerat au sein d'une couche 
par la mise en oeuvre du procede selon 1'une quelconque 
10 des revendications 1 a 8, 1 ' elimination de 
1' echantillon liquide appauvri en ladite macromolecule 
ou ledit agglomerat, apres l'etape de concentration. 

17. Proc«§d£ de detection d'une 

15 macromolecule ou d'un agglomerat de molecules ou 
particules contenu initialement dans un echantillon 
liquide comprenant la concentration au sein d'une 
couche de ladite macromolecule ou dudit agglomerat par 
la mise en oeuvre du procede selon l'une quelconque des 
20 revendications 1 a 8 et la detection de ladite 
macromolecule ou dudit agglomerat au sein de ladite 
couche par des techniques appropriees de detection. 
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18. Proc£d6 d' amplification d'une 

macromolecule ou d'un agglomerat de molecules ou 
particules contenu initialement dans un echantillon 
liquide comprenant la concentration de ladite 
macromolecule ou dudit agglomerat au sein d'une couche 
par la mise en oeuvre du procede selon l'une quelconque 
des revendications 1 a 8 et le remplacement dudit 
echantillon liquide, apres l'etape de concentration de 
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ladite macromolecule ou dudit agglomerat au sein de 
ladite couche, par un liguide cotnprenant des agents 
d' amplification, suivie de l'etape d' amplification au 
moyen desdits agents. 

19. Precede d' amplification selon la 
revendication 18, dans lequel la macromolecule est un 
ADN. 

20. Procede d' amplification selon la 
revendication 18, dans lequel 1' agglomerat de molecules 
est un prion. 
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documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 



□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 



REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 



□ OTHER: 
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As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
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